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Verfahren und Kit zum spezifischen Nachweis von M. tuberculosis 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zum spezifischen Nachweis- von 
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) in einer biologischen Probe, wobei insbe- 
sondere die Unterscheidung zwischen M. tuberculosis und den anderen Mitgliedem des 
sogenannten M. tuberculosis-Komp\exes, das sind Mycobacterium bovis (M. bovis), 
Mycobacterium bovis BCG (M. bovis BCG), Mycobacterium africanum (M. africanum) 
und Mycobacterium microti (M. microti), erreicht wird. 

Gegenwartig sind cirka 2 Milliarden Menschen weltweit mit dem Erreger der Tuberkulo- 
se, M. tuberculosis, infiziert, wobei jahriich 8 Millionen an Tuberkulose erkranken. Von 
den an Tuberkulose erkrankten versterben jahriich 3 Millionen. Damit ist die Tuberkulo- 
se weltweit zur Zeit die am haufigsten zum Tode fuhrende bakterielle Infektionserkran- 
kung. In den meisten Industrienationen besteht aufgrund der Gefahrlichkeit dieser Er- 
krankung eine sofortige Meldepflicht nach Diagnose einer Tuberkulose, nicht zuletzt urn 
so schnell wie moglich eine Ausbreitung in der Bevolkerung zu verhindem. In den letz- 
ten Jahren kann ein vermehrtes Auftreten von Tuberkulose sowohl in den Entwick- 
lungslandern als auch in den Industrienationen beobachtet werden, wobei vor allem bei 
immunsupprimierten HIV-Patienten dadurch regelmaliig Todesfalle verzeichnet werden. 
Jedoch nicht nur wegen der allgemeinen Gefahr fur grofce Teile der Weltbevolkerung, 
sondem auch wegen des inzwischen epidemieartigen Auftretens von mehrfach- 
resistenten Bakterienstammen (MDRTB) innerhalb Oder aufterhalb von Krankenhau- 
sem wird die schnelle und eindeutige Diagnose zum Nachweis von M. tuberculosis 
gefordert. 

Beim Menschen wird die Tuberkulose weltweit praktisch ausschliedlich durch den hu- 
manen Tuberkuloseerreger Mycobacterium tuberculosis hervorgerufen. Davon abzu- 
grenzen sind Mycobacterium bovis (M. bovis), der Erreger der Rindertuberkulose, My- 
cobacterium bovis (BCG), ein attenuierter Stamm von M. bovis, der zur Impfung gegen 
die Tuberkulose verwendet wird, sowie Mycobacterium africanum (M. africanum) und 
Mycobacterium microti (M. microti). Aufgrund ihrer nahen Verwandtschaft werden alle 
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vorgenannten Spezies im sogenannten M. tuberculosis-Komplex zusammengefafit. 
Davon wiederum abzugrenzen sind sogenannte nicht-tuberkulose Mykobakterien. Da- 
von existieren derzeit ca. 100 verschiedene Spezies, von denen wenigstens 30 Spezies 
in menschlichen Materialien wie Sputum, Stuhl, Urin etc. vorkommen und teilweise 
5 auch zu Infektionen bzw. Erkrankungen fuhren konnen. Ziel der gegenwartigen Bemu- 
hungen auf dem Gebiet der Mykobakterien-Diagnostik ist daher nicht allein die Bereit- 
stellung von Mykobakterien-Tests, welche es erlauben, eine Mykobakterieninfektion 
innerhalb kurzester Zeit in einem fruhen Infektionsstadium zu erkennen, sondern viel- 
mehr die Mitglieder des M. tuberculosis-Komplexes spezifisch zu identifizieren, und 
10 gleichzeitig M. tuberculosis von anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komplexes zu 
unterscheiden. 

Eine Identifizierung der Mitglieder des M. tuberculosis-Komplexes sowie die Unter- 
scheidung zwischen M. tuberculosis und den anderen Mitgliedern des M. tuberculosis- 
Komplexes kann normalerweise durch Testen der Nitratreduktase-Aktivitat und Niacin- 

15 Akkumulation der Mykobakterien erfolgen (z.B. Metchock B.G. et a/. In: Manual of Clini- 
cal Microbiology. ASM Press, Washington DC, 1999: 399-437). Dabei zeichnet sich M. 
tuberculosis im Vergleich zu den anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komp\exes 
durch eine erhohte Nitratreduktaseaktivitat aus. Urn den Nitratreduktase-Test durchzu- 
fuhren, ist aber vor allem die Kultivierung der aus dem klinischen Material isolierten My- 

20 kobakterienstamme, insbesondere also tuberkuloser Erregerstamme im Labor erforder- 
lich, was normalerweise allein in speziell fur die Kultivierung hochinfektioser Erreger 
ausgestatteten Labors moglich ist und wegen des langsamen Wachstums der Erreger 
mehrere Wochen dauert. Die Verfugbarkeit solcher Tests in der klinischen Routinedia- 
gnostik ist daher mit einen hohen labortechnischen und finanziellen Aulwand verbun- 

25 den. 

Alle bisher bestehenden Nachweismethoden werden als unbefriedigend und deshalb 
verbesserungswurdig angesehen. Aus dem Stand der Technik ist bisher kein fur den 
klinischen Routineeinsatz geeignetes Verfahren bekannt, das sich insbesondere durch 
einfache Anwendung auszeichnet und mit dem es gelingt, die Mitglieder des M. tuber- 
30 cu/os/s-Komplexes spezifisch in klinischem Material wie Sputum, Bronchiallavage, Ma- 
gensaft, Urin, Stuhl, Knochenmark, Blut oder in Biopsien nachzuweisen und gleichzeitig 



WO 2004/083459 PCT/EP2004/002911 

3 

M. tuberculosis von den anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komplexes zu unter- 
scheiden. 

Es ist bekannt, dass der Einsatz der Echtzeit-PCR („Rapid-Cycle-PCR"), die beispiels- 
weise mit einem lufttemperierten System ausgestattet ist und somit wesentlich geringe- 
re Transitionszeiten gegeniiber einer herkommlichen PCR aufweist, zu einer deutlich 
verminderten Zeit bis zum Nachweis von beispielsweise Mykobakterien mittels Amplifi- 
kation des isolierten genetischen Materials der Mykobakterien fuhrt (Chapin und Lau- 
derdale, J. Clin. Microbiol. (1997) 35:2157-2159). Daruber hinaus stelien fiuorimeirische 
Messungen bei der Anwendung farbmarkierter Hybridisierungssonden, insbesondere 
im Rahmen der Echtzeit-PCR, eine schnelle und empfindliche Methode zum Nachweis 
amplifizierter Genfragmente dar. Bislang ist es jedoch noch nicht gelungen, einen 
(Echtzeit-)PCR-Test bereitzustellen, mit dem die Mitglieder des M. tuberculosis- 
Komplexes spezifisch nachgewiesen werden, und gleichzeitig M. tuberculosis von den 
anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komp\exes unterschieden wird. 

Vor diesem Hintergrund liegt die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, insbeson- 
dere verbesserte Verfahren und Mittel bereitzustellen, welche im Wesentlichen einen 
besonders schnellen und gleichzeitig spezifischen Nachweis von den Mitgliedern des 
M. tuberculosis-Komp\exes ermoglichen und mit denen es gleichzeitig moglich ist, M. 
tuberculosis von den anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komp\exes zu unter- 
scheiden. 

Erfindungsgemall wird die Aufgabe durch die Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 1 1 , 
Primer und Primerpaare nach den Anspruchen 12 bis 17, Hybridisierungssonden und 
Hybridisierungssonden-Paare nach den Anspruchen 19 bis 28, durch die Verwendun- 
gen nach den Anspruchen 18 und 29 und insbesondere durch die Kits nach den An- 
spruchen 30 bis 35 bzw. den Gegenstand der Anspruche 36 bis 51 gelost. 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zum spezifischen Nach- 
weis von M. tuberculosis in einer biologischen Probe, bei dem man 
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ein Nukleinsaureamplifikationsverfahren durchfuhrt unter Verwendung von Primern, die 
geeignet sind, einen DNA-Abschnitt aus der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Sequenz zu 
amplifizieren, die einen Abschnitt aus dem Bereich des narGHJ/-Nitratreduktase- 
Operons umfasst, wobei der DNA-Abschnitt die Position -21 5. in 5' zu 3* Leserichtung 
strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG des narGHJ/-Nitratreduktase- 
Operons umfafct, 

und bei dem man den fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus an der Position 
-215 in 5' zu 3* Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG des 
narGHJ/-Nitratreduktase-Operons nachweist. 

Unter narGWJ/-Nitratreduktase-Operon wird erfindungsgemaft eine fur narGHJI- 
Nitratreduktase kodierende Nucleinsauresequenz verstanden, einschliefilich der regu- 
lativen Sequenzen, insbesondere einschlielilich seines Promotors. Bei dem fur M. tu- 
berculosis spezifischen Polymorphismus handelt es sich urn einen gegeniiber den 
Nucleinsauresequenzen der anderen Mitglieder des M. fubercu/os/'s-Komplexes, d.h. M. 
bovis, BCG, M. africanum und M. microti, spezifischen einzelnen Nucleotidaustausch 
(T->C), d.h. einen SNP (single nucleotide polymorphism). 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird in einem ersten Schritt mikrobielle DNA 
aus der Probe, die bevorzugt klinisches Material ist, extrahiert, und in einem weiteren 
Schritt mindestens ein DNA-Fragment des Nitratreduktase-Operons von Mykobakteri- 
en, das heiBt des narGHJI-Operons, welches Nitratreduktase codiert, aus der extra- 
hierten DNA amplifiziert, wobei das amplifizierte DNA-Fragment - oder eines der ampli- 
fizierten DNA-Fragmente (soweit in der biologischen Probe Vertreter mehrere My- 
cobakterien-Stamme vorliegen) - eine Zielregion (Target-Sequenz) beinhaltet, welche 
mindestens einen fur M. tuberculosis spezifischen DNA-Polymorphismus aufweist. 

In einem weiteren Schritt wird die spezifische Hybridisierung des mindestens einen am- 
plifizierten DNA-Fragments mit mindestens einer Hybridisierungssonde, das heilit Oli- 
gonucleotid, detektiert, wobei die Hybridisierungssonde eine Nucleotidsequenz um- 
fasst, die vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus der in SEQ ID NO: 5 darge- 
stellten Nucleotidsequenz, der komplementaren Sequenz zu SEQ ID NO: 5, der in SEQ 
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ID NO: 6 dargestellten Nucleotidsequenz und der komplementaren Sequenz zu SEQ ID 
NO: 6 ausgewahlt ist, und wobei der spezifische Nachweis von M. tuberculosis gegen- 
iiber anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komplexes, das heifct vor allem M. bovis, 
BCG, M. africanum und M. microti, mittels Analyse der Schmelztemperatur der spezifi- 
schen Hybridisierung der Hybridislerungssonde mit dem amplifizierten DNA-Fragment 
des narGHJI-Operons, das heiftt mittels Schmelzkurvenanalyse, erfolgt. Gemafc einer 
besonderen Ausfuhrungsform weist die Sonde/weisen die Sonde/Sonden die vorge- 
nannte/vorgenannten Nucleotidsequenz/Nucleotidsequenzen auf. Gemad einer beson- 
deren Ausfuhrungsform werden die vorgenannten Hybridisierungssonden mit der An- 
kersonde gemaft SEQ ID NO: 4 Oder der dazu komplementaren Nucleotidsequenz 
kombiniert. 

Erfindungsgemali bevorzugt ist der mindestens eine M. fuoercu/os/s-spezifische DNA- 
Polymorphismus des narGHJI-Operons an Position -215 in 5' zu 3'-Leserichtung stran- 
gaufwarts des Translationsstartcodons GTG des narGHJI-Operons, das heilit in der 
Promotorregion, im Folgenden als narGH J ^/-Promotor bezeichnet, lokalisiert. Einge- 
schlossen sind durch Mutation gebildete Arten von M. tuberculosis, die diesen Poly- 
morphismus (T gegenuber C bei den anderen Mitgliedern des M. tuberculosis- 
Komplexes) im /iarGHJ/-Promotor aufweisen, auch wenn dieser nicht an Position -215 
lokalisiert sein sollte sondern an einer im Verhaltnis zum Translationsstartcodon GTG 
des narGHJI-Operons anderen Position. 

Es wurde uberraschenderweise im Rahmen der vorliegenden Erfindung festgestellt, 
dass an der Stelle des 215ten Nucleotids in 5' zu 3'-Leserichtung strangaufwarts des 
Translationsstartcodons GTG des narGHJI-Operons, das heilit an Position -215 des 
narGHJ/-Promotors, bei M. tuberculosis eine Thymin-Base zu finden ist, wahrend bei 
anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komplexes (insbesondere M. africanum, M. 
microti, M. bovis und M. bovis BCG) eine Cytosin-Base vorliegt (vgl. Fig. 1). Dieser Ein- 
Basen-Polymorphismus ist spezifisch fur M. tuberculosis und ist vor allem stabil, wie 
eine vergleichende Untersuchung an uber 100 M. tuberculosis-Stammen weltweit be- 
statigte. Es wurde aulierdem unerwarteterweise festgestellt, dass dieser eine Nukleo- 
tidpolymorphismus fur die unterschiedlichen Reaktion im Nitratreduktasetest von M. 
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tuberculosis im Vergleich zu den anderen Mitgliedern des M. fc/bercu/os/s-Komplexes 
verantwortlich ist (s. Beispiel 4). 

Erfindungsgemaft bevorzugt wird zur Amplifikation des DNA-Fragments des narGHJI- 
5 Operons, mindestens ein Primer, insbesondere mindestens ein Primerpaar, eingesetzt, 
wobei die Primer die Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 2 und/oder die 
Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 3 enthalten, d.h. diese umfassen, insbe- 
sondere aber daraus bestehen, d.h. diese aufweisen. ErfindungsgemaB bevorzugt ent- 
halt das zur spezifischen Hybrid isierung des amplifizierten DNA-Fragments bevorzugt 
10 eingesetzte mindestens eine Paar markierter Hybridisierungssonden Nucleotidsequen- 
zen, ausgewahlt aus der Gruppe der Nucleotidsequenzenpaare der Nucleotidsequen- 
zen dargestellt in SEQ ID NO: 4 und in SEQ ID NO: 5, dem Paar der komplementaren 
Sequenzen von SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5, der Nucleotidsequenzen dargestellt 
in SEQ ID NO: 4 und in SEQ ID NO: 6 und dem Paar der komplementaren Sequenzen 
15 von SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 6, insbesondere besteht es daraus. 

Der eindeutige Nachweis einer tuberkulosen Infektion durch Erregerstamme der Art M. 
tuberculosis, das heiftt insbesondere der Stamme M. tuberculosis H37v (ATCC 25618) 
und M. tuberculosis Erdmann (ATCC 35801) sowie weiterer klinischer Stamme, findet 

20 erfindungsgemalJ bevorzugt durch Analyse der Schmelztemperaturen der spezifischen 
Hybridisierung eines markierten Hybridisierungssondenpaars mit den Nucleotidsequen- 
zen SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 Oder dem Paar der komplementaren Sequenzen 
mit einer narGHJ/-Promotorregion, spezifisch fur M. tuberculosis, statt. M. tuberculosis 
zeichnet sich dabei durch Schmelztemperaturen von insbesondere weniger als 61 °C, 

25 bevorzugt weniger als 59°C, besonders bevorzugt von etwa 57°C, aus. Dem gegenuber 
besitzen die Erregerstamme der von M. tuberculosis zu unterscheidenden Mykobakte- 
rienarten M. africanum, M. microti, M. bovis und M. bovis BCG beim Einsatz des mar- 
kierten Hybridisierungssondenpaars SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 5 Schmelztemperatu- 
ren von insbesondere mehr als 59°C, bevorzugt von mehr als 61 °C, besonders bevor- 

30 zugt von etwa 63°C. 
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In Abhangigkeit von den aktuell herrschenden Hybridisierungsbedingungen, beispiels- 
weise von der Pufferzusammensetzung, von der Ausfiihrung der Sonden als markierte 
Sonden oder durch Modifizierung der Nucleotidsequenz der Sonden kann es zu (meist 
geringen) Anderungen der absoluten Schmelztemperaturen kommen; selbstverstand- 
lich stellen alle diejenigen Verfahren, bei denen derail geanderte Schmelztemperaturen 
auftreten, bevorzugte AusfOhrungsformen hier vorgestellter erfindungsgemalier Verfah- 
ren dar. 

In einer weiteren Variante findet der eindeutige Nachweis einer tuberkulosen Infektlon 
durch Erregerstamme der Art M. tuberculosis, das heifct insbesondere der Stamme M. 
tuberculosis H37v (ATCC 25618) und M. tuberculosis Erdmann (ATCC 35801) sowie 
weiterer klinischer Stamme, erfindungsgemaR bevorzugt durch Analyse der Schmelz- 
temperaturen der spezifischen Hybridisierung eines markierten Hybridisierungssonden- 
paars mit den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 6 oder dem Paar 
der komplementaren Sequenzen mit einer narGHJ/-Promotorregion spezifisch fur M. 
tuberculosis statt (vgl. Tab. 1). Die Erregerstamme der Art M. tuberculosis zeichnen 
sich dabei durch Schmelztemperaturen von insbesondere mehr als 58°C, bevorzugt 
mehr als 60°C, besonders bevorzugt von etwa 62°C aus. Demgegeniiber besitzen die 
Erregerstamme von M. africanum, M. microti, M. bovis und M. bovis BCG beim Einsatz 
des markierten Hybridisierungssondenpaars SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 6 Schmelz- 
temperaturen von insbesondere weniger als 62°C, bevorzugt von weniger als 60°C, 
besonders bevorzugt von etwa 58°C. 

Die erfindungsgemafce Nukleinsaureamplifikation kann beisplelsweise durch Polymera- 
se-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), Nucleinsauresequenz-basierte 
Amplifikation (nucleic acid sequence based amplification, NASBA), Strangverdrangun- 
samplifikation (strand displacement amplification, SDA) oder Ligase-Keffenreatt/on (II- 
gase chain reaction, LCR) erfolgen. Daneben kommen selbstverstandlich beliebige 
weitere Nukleinsaureamplifikationsverfahren in Betracht 

Ferner wurde uberraschenderweise festgestellt, dass bei der Verwendung von minde- 
stens einem Primer, insbesondere eines Primerpaares, umfassend die Nucleotidse- 
quenz dargestellt in SEQ ID NO: 2 und/oder umfassend die Nucleotidsequenz darge- 
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stellt in SEQ ID NO: 3, zur Amplifikation mindestens eines DNA-Fragments der Pro- 
motorregion des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons von Mykobakterien, die Amplifikati- 
on lediglich bei Erregerstammen des M. tuberculosis-Komplexes erfolgt, das heifct zu 
einem Amplifikationsprodukt fuhrt. Bei nicht-tuberkulosen Erregern oder nicht- 
mykobakteriellen Erregern findet hingegen keine Amplifikation statt, das heifit, es wird 
kein entsprechendes Amplifikationsprodukt erhalten. Durch die Verwendung der erfin- 
dungsgemafien Primer gelingt dabei besonders vorteilhaft die eindeutige Unterschei- 
dung zwischen den Erregerstammen M. tuberculosis und anderen Erregerstammen des 
M. tuberculosis-Komp\exes (s.o.) sowie gegenuber nicht-tuberkulosen Mycobakterien 
und nicht-Mykobakterien, beispielsweise Actinomyceten, Erregern der Gattungen Ba- 
cillus, Staphylococcus, Listeria, Enterococcus sowie Proteus, E. coli, Salmonella, Shi- 
gella, Klebsiella oder Pseudomonas oder pilzlichen Erreger. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorgenannten Verfahren wird die Amplifika- 
tion der DNA-Fragmente mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefuhrt. In ei- 
ner besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die PCR eine Echtzeit-PCR (Rapid- 
Cycle-PCR). 

Der Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus kann erfindungs- 
gemaB durch spezifische Hybridisierung von einer oder mehreren Sonden erfolgen. 

Im Echtzeit-PCR Verfahren ist es moglich, die Vervielfachung der PCR-Produkte in 
Echtzeit Amplifikations-Zyklus fur Amplifikations-Zyklus zu beobachten. Besonders be- 
vorzugt wird die Amplifikation in einem LightCycler™-System der Firma Roche Molecu- 
lar Biochemicals durchgefuhrt, das eine Ausgestaltung der Echtzeit-PCR ist. Zu diesem 
Zweck werden insbesondere der PCR-Ausgangsmischung neben der Polymerase, den 
Nucleotiden, den Pufferiosungen und den Primern auch Hybridisierungssonden zuge- 
geben, die spezifisch an die gewunschten PCR-Amplifikationsprodukte binden. Dabei 
werden insbesondere zwei sequenzspezifische Oligonucleotidsonden verwendet, die 
mit verschiedenen Farbstoffen markiert sind. Die Sequenzen der erfindungsgemafcen 
markierten Hybridisierungssonden-Paare sind so ausgewahlt, dass sie auf eine Weise 
an die Zielsequenzen des amplifizierten DNA-Fragments hybridisieren, dass insbeson- 
dere das 3'-Ende der einen Sonde dicht bei dem 5*-Ende der anderen Sonde liegt, wo- 



WO 2004/083459 



9 



PCT/EP2004/002911 



durch die beiden Farbstoffe in unmittelbare Nachbarschaft zueinander gebracht wer- 
den, vorzugsweise betragt der Abstand zwischen den beiden Sonden zwischen 1 und 5 
Nucleotide. Insbesondere kommt es zu einem Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 
(FRET; vgl. z.B. Heid et al., Genome Res. 6 (1996) 986-994) zwischen den beiden Farb- 
5 stoffen der Hybridisierungssonden und damit zu einer Verschiebung des Fluoreszenz- 
spektrums, wobei das Mali an Fluoreszenz in diesem Wellenlangenbereich eine Funk- 
tion der Menge an detektierter DNA ist. Die Detektion kann beispielsweise nach dem 
Verfahren gernaS WO 00/58505 erfolgen. 

10 Durch das FRET-System sind erfindungsgemafi auch quantitative Messungen der 
Menge amplifizierter DNA-Fragmente vorgesehen. Die erfindungsgemaRen ausge- 
wahlten Hybridisierungssonden konnen quantitativ, also stochiometrisch, an die ampli- 
fizierten Fragmente binden. Dabei ist die quantitative Hybridisierung insbesondere ab- 
hangig von der Temperatur und dem Homologiegrad der verwendeten Oligonucleo- 

15 tidsonden mit der detektierten Sequenz auf dem amplifizierten DNA-Fragment. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die fluorimetrische Detektion spezifischer 
DNA-Sequenzen in den amplifizierten Fragmenten nach einer Amplifikation der Frag- 
mente mittels herkommlicher PCR durchgefuhrt. In einer besonders bevorzugten Aus- 
20 fuhrungsform wird die fluorimetrische Detektion in einer Echtzeit-PCR wahrend der 
Amplifikationsreaktionen durchgefuhrt, wobei beispielsweise die Zunahme an produ- 
zierter DNA als Zunahme im Fluoreszenzsignal verfolgt werden kann. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaden Verfahrens erfolgt die 
25 spezifische Detektion der amplifizierten DNA-Fragmente nach Beendigung der Amplifi- 
kationsreaktion, wobei nach Hybridisierung des Hybridisierungssondenpaars, bevorzugt 
eines FRET-Paars an die zu detektierenden Regionen die Temperatur im Rahmen ei- 
ner Schmelzkurvenanalyse verandert wird, bevorzugt kontinuierlich erhoht wird, und 
gleichzeitig die in Abhangigkeit von der Temperatur emittierte Fluoreszenz gemessen 
30 wird. Auf diese Weise wird eine Schmelztemperatur bestimmt, bei der die Hybridisie- 
rungssonden, insbesondere das eingesetzte FRET-Paar, gerade nicht mehr an die zu 
detektierende Region des amplifizierten DNA-Fragments hybridisieren. Der wesentliche 
Aspekt einer Schmelzkurvenanalyse besteht darin, dass es bei Auftreten von Fehlpaa- 
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rungen zwischen dem eingesetzten Hybridisierungssondenpaar und der Zielregion auf 
dem amplifizierten DNA-Fragment zu einer Reduktion des gemessenen Schmelzpunk- 
tes kommt. Auf diese Weise werden erfindungsgemall mit Hybridisierungssonden, ins- 
besondere mit einem FRET-Paar, die Regionen von DNA-Fragmenten identifiziert, de- 
5 ren Sequenzen sich voneinander insbesondere nur geringfiigig, durch eine oder wenige 
Punktmutationen, in der Nucleotidsequenz unterscheiden. 



Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter den Begriffen „Abschnitt", 
„Region", fragment", „Zielregion" oder „flankierende Region" mindestens ein zusam- 

10 menhangender Bereich auf einem linearen, strangformigen Desoxy- oder Ribonuclein- 
sauremolekul, das heifit DNA oder RNA, verstanden, welcher, in der Anzahi der 
Nucleotide dieses Molekuls gemessen, in 5' zu 3'-Leserichtung stromabwarts und/oder 
stromaufwarts von einem bestimmten nummerierten Nucleotid des Molekuls, das heilit 
einer bestimmten Position, aus bevorzugt 200, 100, 50, 40, 30, 20,10, 5, 4, 3 oder 2 

1 5 Nucleotiden des Molekuls besteht. 

Ein erfindungsgemafier amplifizierter DNA-Abschnitt hat, zusatzlich zu der Sequenz an 
die der Primer bindet, vorzugsweise eine Lange von mindestens 1 und hochstens 500 
Nukleotiden, bevorzugt hochstens 300 und besonders bevorzugt hochstens 155 Nu- 
20 kleotiden. Einzelne Langenwerte, die innerhalb der vorgenannten Bereiche liegen, sind 
ausdrticklich eingeschlossen, d.h. 2, 3, 4, 5, 497, 498 und 499. Der amplifizierte 
DNA-Abschnitt kann selbstverstandlich auch langer sein, wobei kurzere Abschnitte in 
der Praxis bevorzugt sein durften. 

25 GemafJ einer Ausfuhrungsform der Erfindung weist das fur das Verfahren verwendete 
Primerpaar mindestens eine der Sequenzen mit der SEQ ID NO:2 und SEQ ID NO:3 
oder die komplementaren Sequenzen davon auf. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt der Nachweis des fur M. tuberculosis 
30 spezifischen Polymorphismus mit mindestens einem Paar markierter Hybridisierungs- 
sonden, wobei eine Sonde an ihrem 3' Ende und die andere-Sonde an ihrem 5'-Ende 
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markiert ist und die Sonden spezifisch so an das Amplifikat binden, dad ein Fluores- 
zenz Resonanz Energie Transfer (FRET) ermoglicht wird (s.o.). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist das Sondenpaar die Sequenzen mit der 
SEQ ID NO:4 und 5, oder die komplementaren Sequenzen davon und/oder die Se- 
quenzen mit der SEQ ID NO: 4 und 6, oder die komplementaren Sequenzen davon auf. 



Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zum gemeinsamen Nachweis von 
Erregern des M. tuberculosis-Komplexes in klinischem Material, wobei die Gegenwart 
eines Amplifikationsprodukts der narGHJ/-Promotorregion insbesondere durch minde- 
stens eine Hybridisierungsonde spezifisch fur das amplifizierte DNA-Fragment, bevor- 
zugt durch das oben beschriebene Verfahren, detektiert wird und so Erregerstamme 
des M. tuberculosis-Komplexes gegenuber nicht-tuberkulosen Erregem und/oder ge- 
genuber nicht-Mykobakterien nachgeweisen werden. In einer alternativen Variante wird 
das Auftreten eines Amplifikationsprodukts in an sich bekannter Weise, insbesondere 
durch elektrophoretische Methoden detektiert. In diesem Zusammenhang kann das 
Verfahren der vorliegenden Erfindung Teil eines umfassenderen Nachweisverfahrens 
sein, bei dem weitere, vorzugsweise erregerspezifische (Art- oder Gattungs- 
spezifische) Nachweise durch Nukleinsaureamplifikation entsprechend spezifischer Se- 
quenzabschnitte in parallelen Ansatzen oder in demselben Reaktions-Ansatz, insbe- 
sondere im Zusammenhang mit einer Multiplex-PCR, durchgefuhrt werden. 

Ein wesentlicher Vorteil des erfindungsgemalien Verfahrens ist, dass in einem Nach- 
weisverfahren zur Diagnose von Mykobakterieninfektionen sowohl eine bestehende 
Infektion mit M. tuberculosis gegenuber anderen mikrobiellen Infektionen, eine Infekti- 
on mit M. tuberculosis gegenuber nicht-tuberkulosen Infektionen, und eine Infektion mit 
M. tuberculosis gegenuber anderen Mitgliedern des M. tuberculosis-Komplexes ein- 
deutig, sicher und insbesondere gleichzeitig, bevorzugt in einem einzigen routinedia- 
gnostischen Ansatz, erkannt werden kann. Ein weiterer wesentlicher Vorteil des erfin- 
dungsgemalien Verfahrens ist, dass zusatzlich, insbesondere gleichzeitig und eindeutig 
der Mykobakterienstamm der Art M. tuberculosis nachgewiesen und diese Art einzeln 
identifiziert werden kann. Die erfindungsgemafJen Nachweisverfahren erlauben daher 
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insbesondere eine eindeutige und sichere Friiherkennung einer Tuberkulose und die 
eindeutige und sichere Friiherkennung der Art-Zugehorigkeit isolierter Erregerstamme 
des M. tuberculosis-Komplexes zu M. tuberculosis. Dies ermoglicht besonders vorteil- 
haft eine schnelle und gezielte Therapie des infizierten Organismus. 

5 

Das erfindungsgemafce Verfahren wird im Wesentlichen in der Routinediagnostik ein- 
gesetzt und im Wesentlichen in Routinelabors durchgefuhrt. Die Durchfiihrung des 
Verfahren s in spezie!! ausgestatteten und aufwandig gestalteten Sicherheitslabors fur 
die Kultivierung hochinfektioser Erregerstamme ist nicht notwendig. Daher kann das 
1 0 erfindungsgemafce Verfahren einer breiten Anwenderschaft zugefiihrt werden. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter klinischem Material im 
Wesentlichen klinische Proben, das heilit Patientenmaterial wie Sputum, Bronchialla- 
vage, Magensaft, Urin, Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut, aber auch Biopsien, insbe- 
15 sondere Punktat-Biopsien, beispielsweise aus Halslymphknoten, verstanden. Unter 
klinischem Material werden aber auch Kulturisolate, beispielsweise aus Flussigkultur 
verstanden, insbesondere aus Flussigkultur zur selektiven Kultivierung saurefester 
Stabchen insbesondere aus Patientenmaterial. 

20 Bevorzugt wird die mikrobielle DNA aus dem klinischen Material in an sich bekannter 
Weise, insbesondere mittels DNA-Praparationskits wie dem QIAmp™ DNA Mini Kit der 
Firma Qiagen, extrahiert. 

Erfindungsgemaft bevorzugt wird die Probe aus der Gruppe klinischer Proben beste- 
25 hend aus Sputum, Bronchiallavage, Magensaft, Urin, Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut 
und Biopsien ausgewahlt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer die zur Durchfuhrung der oben angefuhrten 
Verfahren benotigten Primer, Primerpaare, Sonden und Sondenpaare. 

30 

Erfindungsgemaft bevorzugt ist ein Primerpaar, das zur Amplifikation eines DNA- 
Abschnitts aus der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Sequenz, die einen Abschnitt aus dem 
Bereich des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfasst, geeignet ist, wobei der DNA- 
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Abschnitt die Position -215 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translations- 
startcodons GTG des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfaftt. 



Erfindungsgemaft bevorzugt wird zur Amplifikation eines DNA-Fragments mit einem 
DNA-Polymorphismus des narGHJI-Gens spezifisch fur Erregerstamme der Art M. tu- 
berculosis aus der extrahierten DNA mit einer Lange von 1 55 bp das Primerpaar ver- 
wendet, bei dem der Vorwartsprimer die Nucleotidsequenzen gemali SEQ ID NO: 2 
und der Ruckwartsprimer die Nucleotidsequenz gemaft SEQ ID NO: 3 umfasst bzw. 
aufweist. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher auch mindestens ein Oligo- 
nucleotid-Primer, bevorzugt mindestens ein Oligonucleotid-Primerpaar zur Amplifikation 
eines DNA-Fragments der M. ft/oercu/os/s-spezifischen Promotorregion des narGHJI- 
Nitratreduktase-Gens, enthaltend, insbesondere bestehend aus, Nucleinsauremoleku- 
len mit Nucleotidsequenzen dargestellt in SEQ ID NO: 2 und/oder SEQ ID NO: 3 bzw. 
diese Nucleotidsequenzen umfassend. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist mindestens ein Primer eines Primerpaares 
die in SEQ ID NO: 2 angegebene Sequenz oder die komplementare Sequenz davon 
auf oder umfasst dieselbe. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform weist mindestens ein Primer eines Pri- 
merpaares die in SEQ ID NO: 3 angegebene Sequenz oder die komplementare Se- 
quenz davon auf oder umfasst dieselbe. 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform weisen die Primer eines Primerpaa- 
res die in SEQ ID NO: 2 und die in SEQ ID NO: 3 angegebenen Sequenzen oder die 
komplementaren Sequenzen davon auf. 

Erfindungsgemalie Primer konnen die in SEQ ID NO: 2 angegebene Sequenz, oder die 
komplementare Sequenz davon, oder die in SEQ ID NO: 3 angegebene Sequenz, oder 
die komplementare Sequenz davon aufweisen. 
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Eine Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft die Verwendung eines der oben genannten 
Primer oder Primerpaares zum spezifischen Nachweis von M. tuberculosis, d.h. durch 
Ampliflkation von in einer biologischen Probe enthaltene M. tuberculosis-DNA und spe- 
zifischen Nachweis des erhaltenen Amplifikats (s.o.). 

Die Erfindung betrifft bevorzugt auch Primer und/oder Primerpaare zur Amplifikation der 
erfindungsgemafc eingesetzten DNA-Fragmente, welche gegenuber den vorgenannten 
erfindungsgema&en Primem umfassend die Nucleotidsequenzen dargestellt in SEQ ID 
NO: 2 und 3 jeweils degenerierte, mutierte oder modifizierte Sequenzen oder Frag- 
mente davon, die mit der jeweiligen Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 2 und 
3, wovon sie jeweils abgeleitet sind, hybridisieren, wobei jeweils ein Homologiegrad, 
bevorzugt uber die gesamte Lange der Sequenz, von mindestens 92 %, bevorzugt von 
mindestens 97%, besonders bevorzugt von mindestens 98 % zu der ursprunglichen 
Nucleotidsequenz, besteht. Dabei weisen die abgeleiteten Fragmente jeweils eine Se- 
quenzlange auf, welche bevorzugt maximal etwa 98% der Lange der Nucleotidse- 
quenz, besonders bevorzugt maximal etwa 95%, maximal etwa 90%, maximal etwa 
75%, maximal etwa 50% oder maximal etwa 25% betragt. Insbesondere bevorzugt ist 
das abgeleitete Fragment urn maximal 10, urn maximal 5, urn 4, 3, oder 2 Nucleotide 
oder um ein Nucleotid gegeniiber der ursprunglichen Nucleotidsequenz verkiirzt. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff „modifizierte 
Sequenz" oder ..modifizierte Nucleotidsequenz" eine Nucleinsauresequenz verstanden, 
die sich durch Austausch, Inversion, Deletion oder Addition von mindestens einem 
Nucleotid, auch einem ungewohnlichen oder synthetischen Nucleotid, von ihrer ur- 
sprunglichen Sequenz, in mindestens einem Nucleotid, bevorzugt in zwei Nucleotiden, 
unterscheidet. In diesem Zusammenhang wird unter dem Begriff ..modifiziert" eine Ei- 
genschaft verstanden, die sich auf eine modifizierte Nucleotidsequenz bezieht. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter den Formulierungen 
..Primer, welcher die Nucleotidsequenz umfasst" oder ..Hybridisierungssonde, welche 
die Nucleotidsequenz umfasst" oder ahnlichen verstanden, dass die jeweiligen Primer 
und Sonden die Nucleotidsequenzen aufweisen, das heiftt, aus den konkret genannten 
Nucleotidsequenzen allein bestehen. Unter der Formulierung wird auch verstanden, 
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dass die jeweiligen Primer und Sonden neben den konkret genannten Nucleotidse- 
quenzen gegebenenfalls aus mindestens einer weiteren zusatzlichen Sequenz beste- 
hen. Diese zusatzliche Sequenz flankiert die konkret genannten Nucleotidsequenzen 
und besitzt eine Sequenzlange, welche bevorzugt maximal etwa 1 00% der Lange der 
5 konkret genannten Nucleotidsequenz, besonders bevorzugt maximal etwa 75%, maxi- 
mal etwa 50%, maximal etwa 25%, maximal etwa 10%, maximal etwa 5% oder maximal 
etwa 2% betragt Insbesondere bevorzugt besitzt die zusatzliche Sequenz elne Lange 
von 10 bis 5 Nucleotides von 4, 3 5 2 Nucleotiden oder besteht aus einem einzigen 
Nucleotid. 

10 

Eine erfindungsgemafce Hybrid isierungssonde ist eine Sonde, die zum spezifischen 
Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus, der an Position -215 
in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG des narGHJI- 
Nitratreduktase-Operons lokalisiert ist, geeignet ist. 

15 

Ein erfindungsgemalies Hybridisierungssonden-Paar ist ein Sonden-Paar, das zum 
spezifischen Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus, der an 
Position -215 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG 
des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons lokalisiert ist, geeignet ist. 

20 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch mindestens eine Oligonucleotid- 
Hybridisierungssonde, welche spezifisch mit einer M. tuberculosis-spez\f\schen Pro- 
motorregion des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons hybridisiert, welche das Nucleinsau- 
remolekul mit der Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 5 oder mit der komple- 
25 mentaren Sequenz davon enthalt, insbesondere daraus besteht. Ein weiterer Gegen- 
stand der Erfindung ist auch mindestens ein Oligonucleotid- 
Hybridisierungssondenpaar, welches die Nucleinsauremolekule mit den Nucleotidse- 
quenzen dargestellt in SEQ ID NO: 4 und in SEQ ID NO: 5 oder mit den komplementa- 
ren Sequenzen davon enthalt, insbesondere daraus besteht. 

30 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch eine weitere oder alternative Oligo- 
nucleotid-Hybridisierungssonde, welche spezifisch mit einer M. tuberculosis- 
spezifischen Promotorregion des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons hybridisiert, welche 
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das Nucleinsauremolekul mit der Nucleotidsequenz dargestellt in SEQ ID NO: 6 oder 
mit der komplementaren Sequenz davon enthalt, insbesondere daraus besteht. Ein 
weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch mindestens ein Oligonucleotid- 
Hybridisierungssondenpaar, welches die Nucleinsauremolekule mit den Nucleotidse- 
quenzen dargestellt in SEQ ID NO: 4 und in SEQ ID NO: 6 oder mit den komplementa- 
ren Sequenzen davon enthalt, insbesondere daraus besteht. 

in einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist mindestens eine Sonde eines Hybridisie- 
rungssonden-Paares die in SEQ ID NO: 4 angegebene Sequenz oder die komplemen- 
tare Sequenz davon, oder die in SEQ ID NO: 5 angegebene Sequenz oder die kom- 
plementare Sequenz davon, oder die in SEQ ID NO: 6 angegebene Sequenz oder die 
komplementare Sequenz davon auf. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weisen die Sonden eines Hybridisie- 
rungssonden-Paares die in Sequenz ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 angegebenen Se- 
quenzen oder die komplementaren Sequenzen davon, oder die in Sequenz ID NO: 4 
und SEQ ID NO: 6 angegebenen Sequenzen oder die komplementaren Sequenzen 
davon auf. 

Erfindungsgemafle Hybrid isierungssonden konnen die in SEQ ID NO: 4 angegebene 
Sequenz oder die komplementare Sequenz davon, oder die in SEQ ID NO: 5 angege- 
bene Sequenz oder die komplementare Sequenz davon, oder die in SEQ ID NO: 6 an- 
gegebene Sequenz oder die komplementare Sequenz davon aufweisen. 

Erfindungsgemaft bevorzugt wird die Detektion der DNA-Fragmente mit den vorge- 
nannten Hybridisierungssonden durchgefuhrt, welche als FRET-Paare ausgefuhrt, d.h. 
markiert, sind, wobei jeweils ein Hybridisierungssonden-Partner als Donor-Komponente 
= „Anker-Sonde" („anchor probe") ausgefuhrt ist, die vorzugsweise am 3'-terminalen 
Nucleotid mit einem Farbstoff, vorzugsweise mit einem Fluoreszenz-Farbstoff, beson- 
ders bevorzugt mit Fluorescein assoziiert ist. Erfindungsgemali sind bevorzugt als An- 
ker-Sonden vorgesehen die Hybridisierungssonden umfassend die Nucleotidsequenz 
dargestellt in SEQ ID NO: 4 oder die komplementare Sequenz davon. 
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Der jeweils andere Hybridisierungssonden-Partner.des Hybridisierungssonden-Paars 
ist als Akzeptor-Komponente = Sensor-Sonde („sensor probe") ausgefiihrt, welche vor- 
zugsweise am 5'-terminalen Nucleotid mit einem weiteren Farbstoff, vorzugsweise mit 
einem Rhodamin-Derivat assoziiert ist. Erfindungsgemali sind bevorzugt als Sensor- 
Sonden vorgesehen die Hybridisierungssonden umfassend die Nucleotidsequenzen 
dargestellt in SEQ ID NO: 5, 6 Oder die jeweils komplementaren Sequenzen davon. In 
bevorzugten Varianten der vorgenannten Ausfuhrungsformen ist das Rhodamin-Derivat 
LightCycier-Red 640®; in weiteren bevorzugten Varianten der vorgenannten Ausfuh- 
rungsform ist das Rhodamin-Derivat LightCycler-Red 705®; in weiteren bevorzugten 
Varianten der vorgenannten Ausfuhrungsform ist das Rhodamin-Derivat Cy5. Beson- 
ders bevorzugt tragen die fur den erfindungsgemaBen artspezifischen Nachweis von M. 
tuberculosis eingesetzten markierten Sensor-Sonden den Farbstoff LightCycler-Red 
640® Oder LightCycler-Red 705®. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft die Verwendung einer der oben 
beschriebenen Hybridisierungssonden oder eines der oben beschriebenen Hybridisie- 
rungssondenpaare zum spezifischen Nachweis von M. tuberculosis. 

Die vorliegende Erfindung umfalit selbstverstandlich auch Mittel, wie z.B. Kits (Vorrich- 
tungen), zur Durchfuhrung eines erfindungsgemaften Verfahrens. 

In einer Ausfuhrungsform umfafct ein Kit mindestens ein Primerpaar, das zur Amplifika- 
tion eines DNA-Abschnitts aus der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Sequenz, die einen Ab~ 
schnitt aus dem Bereich des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfasst, geeignet ist, 
wobei der DNA-Abschnitt die Position -215 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des 
Translationsstartcodons GTG des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfalit, und/oder 
mindestens eine Hybridisierungssonde oder ein Hybridisierungssonden-Paar, die bzw. 
das zum spezifischen Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus, 
der an Position -215 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartco- 
dons GTG des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons lokalisiert ist, geeignet ist. 
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfafct das Kit mindestens ein Primerpaar, bei 
dem die Primer die in SEQ ID NO: 2 und SEQ ID NO: 3 angegebenen Sequenzen Oder 
die komplementaren Sequenzen davon aufweisen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfafit das Kit mindestens ein Hybri- 
dierungssonden-Paar, bei dem die Sonden die in SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 
oder die komplementaren Sequenzen davon, Oder aber die in SEQ ID NO: 4 und SEQ 
iD NO: 6 oder die komplsmentaren Sequenzen davon aufweisen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfafit das Kit sowohl ein Primer- 
paar, bei dem die Primer die in SEQ ID NO: 2 und SEQ ID NO: 3 angegebenen Se- 
quenzen oder die komplementaren Sequenzen davon aufweisen, als auch ein Hybridie- 
rungssonden-Paar, bei dem die Sonden die in SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 oder 
die komplementaren Sequenzen davon, oder aber die in SEQ ID NO: 4 und SEQ ID 
NO: 6 oder die komplementaren Sequenzen davon aufweisen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform umfafit das Kit zusatzlich weitere, fur die Durchfiih- 
rung einer Nukleinsaureamplifikation und/oder Nachweisreaktion des Amplifikats erfor- 
derliche oder nutzliche Gerate, Reagenzien und/oder Hilfsmittel. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung mindestens eines M. 
fuoercu/os/s-spezifischen DNA-Polymorphismus in der Promotorregion des narGHJI- 
Nitratreduktase-Operons von Mykobakterien, insbesondere an Position -215 in 5' zu 3'- 
Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG des narGHJI-Operons, 
zum spezifischen Nachweis einer Infektion mit M. tuberculosis. In einer besonders be- 
vorzugten Variante ist dieser Genomabschnitt dadurch gekennzeichnet, dass er die 
Nucleinsauresequenz dargestellt in SEQ ID NO: 1 oder die komplementare Sequenz 
davon enthalt, insbesondere aus dieser besteht. Bevorzugt erfolgt die erfindungsgema- 
fie Verwendung in mindestens einem PCR-Ansatz mit anschliefiender oder gleichzeiti- 
ger Hybridisierung, beispielsweise in einer Echtzeit-PCR oder in an sich bekannten 
Verfahren der klassichen Hybridisierung, der DNA-Sequenzierung, insbesondere in ei- 
nem Kapillarsequenziergerat, der allelspezifischen PCR, des OLA („oligonucieotide- 
ligation assay"), des SSCP („single strand conformation polymorphism") oder der de- 
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naturierenden Gradienten-Gelektrophorese (DGGE). Alternative Verfahren zur Amplifi- 
kation bestehen dabei neben der PCR beispielsweise in den bekahnten Verfahren 
NASBA, SDA oder LCR. 

Die Erfindung wird anhand des anhangenden Sequenzprotokolls, das die Sequenzen 
Nr. 1 bis 6 enthalt, anhand der Figuren 1 bis 5 sowie anhand der Beispiele 1 bis 4 na- 
her erlautert. 

SEQ ID NO: 1 - Region im Bereich des naAGHJI-Operons, die den fur M. tuberculosis 
spezifischen Polymorphismus an Position -215 im narGHJI Promotor umfalit; 

SEQ ID NO: 2 - Vorwartsprimer zur Amplifikation eines 155 bp-Fragments des 
narGHJ/-Promotors von Mykobakterien enthaltend einen DNA-Polymorphismus spezi- 
fisch fiir M. tuberculosis, 

SEQ ID NO: 3 - Ruckwartsprimer zu SEQ ID NO: 2; 

SEQ ID NO: 4 - Hybrid isierungssonde (antisense), insbesondere Anker-Sonde und 
Donor-Komponente eines Sondenpaars zur Detektion der artspezifischen Region des 
narGHJ/-Promotors von Mykobakterien; 

SEQ ID NO: 5 - Hybrid isierungssonde (antisense), insbesondere Sensor-Sonde und 
Akzeptor-Komponente eines Sondenpaars zur Detektion der artspezifischen Region 
des narG/-/J/-Promotors von Mykobakterien; 

SEQ ID NO: 6 - Hybrid isierungssonde (antisense), insbesondere Sensor-Sonde und 
Akzeptor-Komponente eines Sondenpaars zur Detektion der artspezifischen Region 
des narGHJ/-Promotors von Mykobakterien. 



Beschreibuna der Fiauren: 
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Figur 1 - zeigt ein Alignment der narG Promotor-Regionen von M. tuberculosis, M. bovis 
und M.bovis BCG. Der markierte Bereich zeigt den fur M. tuberculosis spezifischen Nu- 
keotidpolymorphismus („T'). 

5 Figur 2 - zeigt Schmelzkurven der Hybridisierung des spezifischen Hybridisierungsson- 
denpaars mit SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 5 mit der M. tuberculosis-spezifischen Regi- 
on im amplifizierten 1 55 bp-Fragment des narGHJ-Promotors. 

Figur 3 - zeigt Schmelzkurven der Hybridisierung des spezifischen Hybridisierungsson- 
10 denpaars mit SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 6 mit der M. tuberculosis-spez\fischen Regi- 
on im amplifizierten 155 bp-Fragment des narGHJ-Promotors. 

Figur 4 - zeigt einen diagnostischen Nitratreduktasetest bei eigens hergestellten T- 
215C-Mutanten von M. tuberculosis, bei den zugehdrigen Wildtypen sowie bei M. bovis 
15 und M. bovis BCG. Die Rotfarbung (dunkel) durch den aus dem Naphtylamid und Sul- 
fanilsaure gebildeten Diazoniumfarbstoff zeigt die Nitritakkumulation im Medium an: 
Allein die Wildtypen von M. tuberculosis weisen eine Nitritakkumulation auf; die T- 
215C-Mutanten davon besitzen (wieder) den M. bovis -Phanotyp. 

20 Figur 5 - zeigt einen Bereich des narG Gens (SEQ ID NO: 1 ), der den fur M. tuberculo- 
sis spezifischen Nukleotidpolymorphismus (I) an Position -215 strangaufwarts des 
Translationsstartcodons GTG aufweist. 



25 BEISPIELE 



Fteispiel 1 : DNA-lsolieruna 
a) aus klinischem Material 



WO 2004/083459 PCT/EP2004/002911 

21 

Mikrobielle DNA wird aus klinischen Proben bestehend aus Sputum, Bronchiallavage, 
Magensaft, Urin, Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut oder Punktat-Biopsien in an sich 
bekannter Weise zum Beispiel mittels eines QIAmp™ DNA Mini Kit (Firma Qiagen, Wi- 
den, Deutschland) aufgereinigt, das heifct extrahiert. 

5 b) aus Kulturisolaten 

Kulturen zu diagnostizierender Mikroorganismen aus Patientenproben werden in einem 
automatisierten Zeiikuitursystern BACTEC™ MGST™ (Becton, Dickinson and Company 
Diagnostic Systems, USA) in Fliissigkulturen unter Bedingungen, welche die Kultivie- 
rung saurefester Stabchen, insbesondere von Mykobakterien, unterstiitzen, angeztich- 
10 tet. Aus den positiven Kulturen wird die mikrobielle DNA beispielsweise mittels mecha- 
nischer Disruption erhalten. Die mikrobielle DNA wird in an sich bekannter Weise zum 
Beispiel mittels eines QIAmp™ DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) aus den 
Kulturisolaten extrahiert und gegenbenenfalls aliquotiert. 



Beispiel 2: PCR-Amplifikation 

15 Zur Amplifikation in einer optimierten LightCycler™-PCR wird ein Ansatz beinhaltend 
die fertig erhaltliche Mischung ..LightCycler FastStart DNA Master Hybridisation Probes" 
(Katalog-Nr. 239272, Firma Roche Molecular Biochemicals) gewahlt. 

Es wird folgende Reaktionsmischung fur die LightCycler-Reaktion hergestellt: 

• FastStart™ Taq Polymerase 
20 • Reaktionspuffer 

• Desoxi-Nucleosid-Triphosphat-Mischung (dNTP) 

• 3 mmol/l MgCI 2 (Endkonzentration) 

• Primer, je Primer: 18 pmol, entsprechend 1,1 umol/l Endkonzentration 

• Oligonucleotid-FRET-Sonden-Paar 

25 je Sonde: 2 pmol, entsprechend 100 nmol/l Endkonzentration 

Diese Reaktionsmischung wird durch Puls-Zentrifugation in die Glaskapillaren des 
LightCycler-Systems verbracht und die Amplifikation nach dem „Hot Staif-Prinzip nach 
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einer anfanglichen Denaturierung bei 95°C fur 10 Minuten mit den folgenden Schritten 
durchgefuhrt: 

1 . Denaturierung bei 95°C fur 3 Sekunden 

2. Primer-Hybridisierung bei Temperaturen von 68°C bis 62°C fur 2 Sekunden 
5 („touch-down-annealing") 

3. Polymerisation bei 72°C fur 40 Sekunden 

Die Schritte 1 bis 3 werden insgesamt 50 mal zykiisch abgearbeiiet, wobei fur die er- 
sten 5 Zyklen die Hybridisierung in Schritt 2 bei 68°C erfolgt und bei den nachfolgenden 
6 Zyklen die Temperatur auf 62°C in Schritten von 1°C pro Zyklus reduziert wird und fur 
10 die restlichen Zyklen bei 62°C durchgefuhrt wird. Die Rate der Temperaturanderung 
liegt bei alien Schritten bei 20°C pro Sekunde. 

Zur Amplifikation der den M. tubercuiosis-spezifischen DNA-Polymorphismus enthal- 
tenden Region des narGHJ/-Promotors wird der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ 
ID NO: 2 als Vorwartsprimer und der Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 3 

15 als Ruckwartsprimer eingesetzt. Es werden 155 bp-Fragmente des narGHJ/-Promotors 
amplifiziert. Es zeigt sich weiter, dass die Verwendung dieser Primer iediglich bei Erre- 
gerstammen des M. tuberculosis-Komp\exes zu einem Amplifikationsprodukt fuhren, 
nicht aber bei nicht-tuberkulosen Erregern Oder nicht-mykobalcteriellen Erregem. Daher 
lasst die Verwendung der Primer mit den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2 und/oder 

20 SEQ ID NO: 3 auch die eindeutige Unterscheidung von Erregern von Arten des M. tu- 
oercu/os/s-Komplexes gegeniiber Erregern von nicht-tuberkulosen Arten und gegen- 
uber Erregern von nicht-Mykobakterien zu. 

Beispiel 3: Detektion und Schmelzkurvenanalyse 

Zur Detektion der amplifizierten Fragmente werden in die Reaktionsmischung (siehe 
25 Beispiel 2) eingesetzte FRET-markierte Hybridisierungssondenpaare verwendet, wobei 
jeweils ein Hybridisierungssonden-Partner (SEQ ID NO: 4) als Donor-Komponente am 
3-terminalen Nucleotid mit Fluorescein assoziiert ist, und der jeweils andere Hybridisie- 
rungssonden-Partner (SEQ ID NO: 5 oder 6 als Akzeptor-Komponente am 5'- 
terminalen Nucleotid mit LightCycler-Red™ 640 assoziiert ist. Die bei der Detektion mit 
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den Hybridisierungssonden unmittelbar nach dem letzten Amplifikationszyklus erfol- 
gende Schmelzkurvenanalyse beginnt mit der Denaturierung der amplifizierten Frag- 
mente bei 95°C fur 30 Sekunden, worauf eine Hybridisierung mit den vorgenannten 
FRET-Paaren bei 38°C fur 30 Sekunden folgt. Zur Bestimmung der Schmelzkurve der 
5 Hybridisierung wird die Temperatur anschlie&end kontinuierlich von 38°C auf 80°C mit 
einer Rate von 0,2°C pro Sekunde erhoht, wobei die von den konjugierten FRET- 
Paaren emittierte Fluoreszenz kontinuierlich aufgezeichnet wird. Die Fluoreszenz er- 
lischt regeirna&ig sobald mindestens ein Hybridisierungssonden-Partner abschmilzt. 
Zur Auswertung des Fluoreszenzsignals wird das LightCycler-„Run Profile'-Programm 
10 in der Version 3.5.3 eingesetzt, wobei die Verstarkung des F2- und F3-Kanals des 
photometrischen Detektors des LightCycler-Systems automatisch eingestellt wird. 

Zur spezifischen Hybridisierung der den M. fi/bercu/os/s-spezifischen DNA- 
Polymorphismus enthaltenden Region des /7arGHJ/-Promotors wird das FRET- 
markierte Hybridisierungssondenpaar mit den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 / 
15 SEQ ID NO: 5 eingesetzt. Alternativ wird zur spezifischen Hybridisierung der den M. 
ft/jbercu/os/s-spezifischen DNA-Polymorphismus enthaltenden Region des narGHJI- 
Promotors das FRET-markierte Hybridisierungssondenpaar mit den Nucleotidsequen- 
zen SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 6 eingesetzt. 

Die Figuren 2 und 3 und die Tabelle 1 zeigen die Ergebnisse der Schmelzkurvenanaly- 
20 se. 

Beispiel 4: Veraleich des erfindunasaemaften Verfahrens mit dem herkommlichen Ni- 
tratreduktasetest. 

25 In Vergleichsversuchen wurden verschiedene, M. tuberculosis, M. bovis und M. bovis 
BCG enthaltende Proben dem erfindungsgemalien Verfahren sowie dem herkommli- 
chen Nitratreduktasetest (vgl. Figur 4) unterzogen. 

Es wurden folgende Proben eingesetzt, wobei die Probennummern der Nummerierung 
30 in Figur 4 entsprechen: 



M. tuberculosis: 



WO 2004/083459 



24 



PCT/EP2004/002911 



1. H37Rv Wildtyp; 

2. H37RvnaK3 (T-215C); 

3. Erdmann Wildtyp; 

4. Erdmann narG (T-215C); 

5. Wildtyp 

6. Wildtyp 
10 

Die Proben Nr. 1 und 3 wurden unter Verwendung des erfindungsgemafcen Verfahrens 
(vgl. Beispiele 3 und 4) positiv getestet, d.h. M. tuberculosis wurde spezifisch nachge- 
wiesen, wobei eine eindeutige Unterscheidung von den Mycobakterienstammen Nr. 5 
15 und 6 moglich war. Die Proben 2 und 4, bei denen die fur T an Position -21 5 kodieren- 
de Sequenz gentechnisch so modifiziert ist, dass sie fur C kodiert, zeigten in der 
Schmelzkurve niedrigere und mit den M. bovis und M. bovis BCG enthaltenden Proben 
5 und 6 vergleichbare Werte. 

20 Der biochemische Test, Nitratreduktasetest, bestatigte das Ergebnis, wobei die unmo- 
difizierten M. tuberculosis-Proben Nr. 1 und 3 positiv getestet wurden, wahrend bei den 
M. bovis und M. bovis BCG enthaltenden Proben sowie den Proben, die gentechnisch 
an Position -215 durch T->C Austausch modifizierte M. tuberculosis-Stamme enthiel- 
ten, keine Farbreaktion beobachtet wurde, was die Signifikanz des Pojymorphismus an 

25 Position -21 5 fur das erfindungsgemafce Nachweisverfahren bestatigt. 



M. bovis: 

M. bovis BCG: 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum spezifischen Nachweis von Mycobacterium tuberculosis (M. tu- 
berculosis) in einer biologischen Probe, bei dem man 

ein Nukieinsaureampiifikatlonsverfahren durchfuhrt unter Verwendung von Pri- 
mern, die geeignet sind, einen DNA-Abschnitt aus der in SEQ ID NO: 1 gezeig- 
ten Sequenz zu amplifizieren, die einen Abschnitt aus dem Bereich des narGHJI- 
Nitratreduktase-Operons umfasst, wobei der DNA-Abschnitt die Position -215 in 
5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG des 
narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfalit 

und den fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus an der Position -215 
in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG des 
/7arGHJ/-Nitratreduktase-Operons nachweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft die Nukleinsauream- 
plifikation durch PCR, NASBA, SDA oder LCR erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft die PCR eine Echt- 
zeit-PCRist. 

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus durch spezifi- 
sche Hybridisierung von einer oder mehreren Sonden erfolgt. 

5. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dali der am- 
plifizierte DNA-Abschnitt eine Lange von mindestens 1 und hochstens 500 Nu- 
kleotiden aufweist. 
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6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft der am- 
plifizierte DNA-Abschnitt eine Lange von mindestens 1 und hochstens 300 Nu- 
kleotiden aufweist. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft der am- 
plifizierte DNA-Abschnitt eine Lange von mindestens 1 und hochstens 155 Nu- 
kleotiden aufweist. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft das Pri- 
merpaar mindestens eine der Sequenzen mit der SEQ ID NO: 2 und SEQ ID 
NO:3 oder die komplementaren Sequenzen davon aufweist. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus mit mindestens 
einem Paar markierter Hybrid isierungssonden erfolgt, wobei eine Sonde an ih- 
rem 3' Ende und die andere-Sonde an ihrem 5'-Ende markiert ist und die Son- 
den spezifisch so an das Amplifikat binden, daft ein Fluoreszenz Resonanz 
Energie Transfer (FRET) ermoglicht wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft das Sondenpaar die 
Sequenzen mit der SEQ ID NO: 4 und 5, Oder die komplementaren Sequenzen 
davon und/oder die Sequenzen mit der SEQ ID NO: 4 und 6, oder die komple- 
mentaren Sequenzen davon aufweist. 

11. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10 dadurch gekennzeichnet, daft die Pro- 
be ausgewahlt ist aus der Gruppe klinischer Proben bestehend aus Sputum, 
Bronchiallavage, Magensaft, Urin, Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut und Biopsi- 
en. 

12. Primerpaar, dadurch gekennzeichnet, dali es zur Amplifikation eines DNA- 
Abschnitts aus der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Sequenz, die einen Abschnitt aus 
dem Bereich des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfasst, geeignet ist, wobei 
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der DNA-Abschnitt die Position -215 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des 
Translationsstartcodons GTG des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfalit. 

13. Primerpaar nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dad mindestens ein 
Primer die in SEQ ID NO: 2 angegebene Sequenz oder die komplementare Se- 
quenz davon aufweist. 

14. Primerpaar nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dad mindestens ein 
Primer die in SEQ ID NO: 3 angegebene Sequenz Oder die komplementare Se- 
quenz davon aufweist. 

15. Primerpaar nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi die Primer die in 
SEQ ID NO: 2 und die in SEQ ID NO: 3 angegebenen Sequenzen oder die kom- 
plementaren Sequenzen davon aufweisen. 

16. Primer, dadurch gekennzeichnet, dafi er die in SEQ ID NO: 2 angegebene Se- 
quenz, oder die komplementare Sequenz davon aufweist. 

17. Primer, dadurch gekennzeichnet, daft er die in SEQ ID NO: 3 angegebene Se- 
quenz, oder die komplementare Sequenz davon aufweist. 

18. Verwendung eines Primers nach den Anspruchen 16 und 17 oder eines Primer- 
paares nach den Anspruchen 13 bis 16 zum spezifischen Nachweis von M. tu- 
berculosis. 

19. Hybridisierungssonde, dadurch gekennzeichnet, dafi sie zum spezifischen 
Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus, der an Position 
-215 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG 
des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons iokalisiert ist, geeignet ist. 

20. Hybridisierungssonden-Paar, dadurch gekennzeichnet, dafi es zum spezifischen 
Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen Polymorphismus, der an Position 
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-21 5 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts des Translationsstartcodons GTG 
des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons lokalisiert ist, geeignet ist. 

21. Hybridisierungssonden-Paar nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dali 
mindestens eine Sonde die in SEQ ID NO: 4 angegebene Sequenz oder die 
komplementare Sequenz davon aufweist. 

22. Hybridisierungssonden-Paar nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dali 
mindestens eine Sonde die in SEQ ID NO: 5 angegebene Sequenz oder die 
komplementare Sequenz davon aufweist. 

23. Hybridisierungssonden-Paar nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dali 
mindestens eine Sonde die in SEQ ID NO: 6 angegebene Sequenz oder die 
komplementare Sequenz davon aufweist. 

24. Hybridisierungssonden-Paar nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dali 
die Sonden die in Sequenz ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 angegebenen Sequen- 
zen oder die komplementaren Sequenzen davon aufweisen. 

25. Hybridisierungssonden-Paar nach Anspruch 20 dadurch gekennzeichnet, dali 
die Sonden die in Sequenz ID NO: 4 und SEQ ID NO: 6 angegebenen Sequen- 
zen oder die komplementaren Sequenzen davon aufweisen. 

26. Hybridiserungssonde, dadurch gekennzeichnet, dali sie die in SEQ ID NO: 4 
angegebene Sequenz oder die komplementare Sequenz davon aufweist. 

27. Hybridiserungssonde, dadurch gekennzeichnet, dali sie die in SEQ ID NO: 5 
angegebene Sequenz oder die komplementare Sequenz davon aufweist. 

28. Hybridiserungssonde, dadurch gekennzeichnet, dali sie die in SEQ ID NO: 6 
angegebene Sequenz oder die komplementare Sequenz davon aufweist. 
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29. Verwendung einer Hybridisierungssonde nach den Anspriichen 26 bis 28 oder 
eines Hybridisierungssondenpaares nach den Anspriichen 21 bis 25 zum spezi- 
fischen Nachweis von M. tuberculosis. 

30. Kit zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach den Anspriichen 1 bis 11. 

31 . Kit nach Anspruch 30, das 

mindestens ein Primerpaar umfafit, das zur Amplifikation eines DNA-Abschnitts 
aus der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Sequenz, die einen Abschnitt aus dem Be- 
reich des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons umfasst, geeignet ist, wobei der 
DNA-Abschnitt die Position -215 in 5' zu 3' Leserichtung strangairfwarts des 
Translationsstartcodons GTG des narGK//-Nitratreduktase-Operons umfalit 
und/oder 

mindestens eine Hybridisierungssonde oder ein Hybridisierungssonden-Paar 
umfafit, die/das zum spezifischen Nachweis des fur M. tuberculosis spezifischen 
Polymorphismus, der an Position -215 in 5' zu 3' Leserichtung strangaufwarts 
des Translationsstartcodons GTG des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons lokali- 
siert ist, geeignet ist. 

32. Kit nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dafc das Primerpaar das Pri- 
merpaar nach Anspruch 1 5 ist. 

33. Kit nach Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dafi das Hybridierungssonden- 
Paar das Sondenpaar nach Anspruch 24 und/oder das Sondenpaar nach An- 
spruch 25 ist. 



34. Kit nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dafi das Primerpaar das Pri- 
merpaar nach Anspruch 1 5 ist. 
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35. Kit nach den Anspruchen 30 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dafc es weitere fur 
die Durchfuhrung einer Nukleinsaureamplifikation und/oder Nachweisreaktion 
erforderliche oder nutzliche Reagenzien und/oder Hilfsmittel umfaftt. 

36. Verfahren zum spezifischen Nachweis von Mycobacterium tuberculosis (M. 
tuberculosis) in klinischem Material umfassend die Schritte 

a) Extraktion von mikrobieller DNA aus klinischem Material, 

b) Amplifikation mindestens eines DNA-Fragrnents der Promotorregion des 
narGHJ/-Nitratreduktase-Operons von Mykobakterien enthaltend eine 
mindestens einen DNA-Polymorphismus spezifisch fur M. tuberculosis aus 
der extrahierten DNA, 

c) Detektion der spezifischen Hybridisierung des amplifizierten DNA-Fragrnents 
mit mindestens einer Hybridisierungssonde, welche die Nucleotidsequenz, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 5, der 
komplementaren Sequenz zu SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 und der 
komplementaren Sequenz zu SEQ ID NO: 6, umfasst, 

wobei der spezifische Nachweis von M. tuberculosis gegenuber M. bovis, M. 
bovis BCG, M. africanum und M. microti mittels Schmelzkurvenanalyse 
erfolgt. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei der DNA-Polymorphismus an Position - 215 
der Promotorregion in 5' zu 3'-Leserichtung strangaufwarts des Translationsstart- 
Codons GTG des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons lokalisiert ist. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, wobei in Schritt b) die Amplifikation mittels eines 
Primerpaares umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2 / SEQ ID NO: 3 
erfolgt. 

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 38, wobei in Schritt c) die spezifische 
Hybridisierung mit mindestens einem Paar markierter Hybridisierungssonden 
umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 5 oder das Paar 
der komplementaren Sequenzen davon und/ oder die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 6 oder das Paar der komplementaren Sequenzen 
davon erfolgt. 
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40. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die Vervielfachung der 
DNA-Fragmente mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bevorzugt als Echtzeit- 
PCR, bevorzugt mittels LightCycler™-System, durchgefuhrt wird. 

41. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die Schritte 
spezifischer Hybridisierung wahrend oder nach der Amplifikation der DNA- 
Fragmente erfolgt. 

42. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die spezifische 
Hybridisierung und deren Detektion in der Echtzeit-PCR, bevorzugt im 
LightCycler™-System erfolgt. 

43. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die Detektion der 
spezifischen Hybridisierung mittels Fluoreszenznachweis durchgefuhrt wird und 
wobei die markierten Hybridisierungssonden-Paare als Fluoreszenz-Resonanz- 
Energie-Transfer(FRET)-Paar ausgebildet sind. 

44. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei das klinische Material 
ausgewahlt ist aus der Gruppe klinischer Proben bestehend aus Sputum, 
Bronchiallavage, Magensaft, Urin, Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut und Biopsien. 

45. Oligonucleotid-Primerpaar, zur Amplifikation eines DNA-Fragments der M. 
tuberculosis-spezifischen Promotorregion des narGHJ/-Nitratreduktase-Gens, 
umfassend Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2 / SEQ ID NO: 3. 

46. Oligonucleotid, welches mit einer M. fuoercu/os/s-spezifischen Promotorregion des 
narGHJ/-Nitratreduktase-Operons spezifisch hybridisiert umfassend die 
Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 5 oder die komplementare Sequenz davon. 

47. Oligonucleotid, welches mit einer M. fuoercw/os/s-spezifischen Promotorregion des 
/7arGHJ/-Nitratreduktase-Operons spezifisch hybridisiert umfassend die 
Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 6 oder die komplementare Sequenz davon. 

48. Oligonucleotid-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 / 
SEQ ID NO: 5 oder das Paar der komplementaren Sequenzen davon. 

49. Oligonucleotid-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 / 
SEQ ID NO: 6 oder das Paar der komplementaren Sequenzen davon. 
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50. Kit zum spezifischen Nachweis von Mycobacterium tuberculosis umfassend 

a) mindestens ein Primerpaar umfassend die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 
2 / SEQ ID NO: 3, und 

b) mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar umfassend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 5 oder das Paar der 
komplementaren Sequenzen davon und/oder mindestens ein 
Hybridisierungssonden-Paar umfassend die Nucleotidsequenzen 
SEQ ID NO: 4 / SEQ ID NO: 6 oder das Paar der komplementaren 
Sequenzen davon. 

51 . Verwendung mindestens eines M. tuberculosis-spez\f\schen DNA- 
Polymorphismus in der Promotorregion des narGHJ/-Nitratreduktase-Operons von 
Mykobakterien, enthaltend die Nucleinsauresequenz dargestellt in SEQ ID NO: 6 
oder die komplementare Sequenz davon, zum spezifischen Nachweis einer Infek- 
tion mit M. tuberculosis 
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Flgur 4: Nitratreduktasetest: M. tuberculosis Wildtyp und Mutanten, M. bovis und 
M. bovis BCG im Vengleich 
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Fjgur 5 -215 SNP mit 1500 bp f lankierenden Sequenzen 

narG 

| ; ^ -215 SNP ™° ; * 

1500 Basen vor und hinter dem -215 SNP („T M ) im Promotor des narGHJI 



Operons : 

CTCGGGTGTCAAGTTGACGCCGGCGATTACCGCTGTCTACCTCGTCGGCGTTCGGCGGTT 60 

GCATGCGGCCGCATTTTCGGTGGTCGTGTTCCTTGCCACCGTCGGCGTGTCGCTACTGGT 120 

CGTCGGCGATGAAGCCCGCTACTACTTC ACCGACCTGTTGGGCGACGCAGGCCGGGTTGG 180 

GCCCATCGCCACCTCCTTCAATCAATCCTGGCGCGGCGCGATTTCCCGGATTCTCGGTCA 240 

CGACGCCGGTTTTGGTCCGCTGGTTCTGGCTGCGATCGCCAGTACGGCGGTATTGGCCAT 300 

CCTGGCCTGGCGTGCGCTCGACAGGTCCGATCGGCTGGGCAAACTATTGGTGGTCGAGTT 360 

GTTCGGCCTGCTGCTCTCGCCGATCTCCTGGACTCACCACTGGGTGTGGCTAGTGCCGCT 420 

GATGATCTGGCTGATTGACGGGCCAGCGCGTGAGCGCCCGGGCGC C CGGATTTTGGGCTG 480 

GGGCTGGTTGGTGTTGACCATCGTCGGCGTGCCGTGGTTGCTGAGCTTTGCTCAACCGAG 54 0 

CATCTGGCAAATCGGCCGGCCGTGGTATTTGGCCTGGGCCGGTCTGGTCTACGTGGTGGC 600 

GACGCTGGCGACCTTGGGCTGGATCGCCGCCTCCGAGCGTTACGTGCGCATTCGGCCGCG 660 

GCGCATGGCCAATTAGGCCCCAAACATTGCGTCGATATCGTGCGCCATCGCAATGTCGTT 720 

TTCCGTGATACCACCTACCGCATGCGTAACCAGCGCGAAAGTTACTGTTCGCCAACGGAT 780 

ATCGATGTCCGGATGATGATTTACCTCCTCGGCTCGCTCGGCCACCCGGCGTACGGCGTC 840 

GATACCGGCCATAAACGTCGGAAACTTGATTGACCTACGCAGGACACCACCGGCGCGCTG 900 

CCAGCCGTTGAGGTCGTGCAGTGCGGCGTCGACCTGCTCATCCGTTAACACAGCCATACC 960 

TCGACGGTATACCGTCACAGGTCATGCTGAATCAGATCGTGGTTGCCGGAGCCATCGTCC 1020 

GCGGTTGCACGGTCTTGGTGGCGCAACGCGTTCGGCCACCGGAGTTGGCGGGTCGTTGGG 1080 

AACTTCCCGGCGGTAAGGTCGCCGCCGGCGAAACCGAGCGCGCCGCGCTGGCCCGAGAGC 1140 

TCGCCGAAGAACTGGGACTCGAGGTCGCCGACCTCGCGGTGGGCGACCGTGTGGGCGACG 1200 

ATATTGCGTTGAACGGCACGACGACGCTGCGGGCCTATCGCGTGCATCTGCTTGGCGGCG 1260 

AACCGCGTGCGCGTGACCACCGGGCGCTGTGCTGGGTGACGGCGGCCGAACTGCACGATG 1320 

TCGACTGGGTACCAGCCGACCGCGGCTGGATTGCGGACCTGGCGCGAACCCTCAACGGGT 1380 

CCGCCGCAGATGTCCACCGTCGCTGTTAGGAAACCGACGGTGTGGTTGACGGTGGCCGCC 1440 

GTCAACTTGGTT AGAACAACGTGACAAAACGTTAACTTGGGTTTGCATGCCCGTAGCGAT 1500 

TACGATGGTTTTCTGGACGCGTGGCGACAACTTCCGGGCAGGACGCTGACGCCCATCCAT 1560 

CGAGATACCCGATGTTGACGAGAGGGGTCCCCGACCCGGCGGACCGGGGCTTGACGGGCG 1620 

CAATGCGGCGCGGCCGGCCAGCCCGTAACGTCCAGCGAGTGCGGTCGCGCGCCGACGGCC 1680 

CGGCCCCACACCGCTCATGACGAGGAGGGTCATCCCGTGACCGTTACACCTCACGTCGGT 1740 

GGACCGCTCGAAGAGCTGCTGGAGCGCAGCGGGCGCTTCTTCACCCCAGGTGAGTTCTCG 1800 

GCCGACCTGCGCACCGTAACCCGGCGCGGCGGCCGCGAAGGTGACGTGTTCTACCGCGAT 1860 

CGGTGGAGTCACGACAAAGTGGTCCGATCCACGCACGGAGTCAACTGCACCGGATCCTGC 1920 

TCATGGAAGATCTACGTCAAAGACGGGATCATCACCTGGGAAACCCAGCAGACCGACTAC 1980 

CCGTCGGTGGGCCCGGACCGGCCCGAATACGAGCCACGAGGTTGTCCCCGTGGCGCGTCG 2040 

TTCTCCTGGTACAGCTATTCGCCGACGCGGGTGCGCTATCCGTATGCCCGGGGCGTGCTG 2100 

GTTGAGATGTACCGGGAAGCCAAGACCCGCCTGGGCGACCCGGTGCTGGCGTGGGCCGAC 2160 

ATTCAGGCGGATCCCGAGCGCAGACGCCGCTATCAACAGGCCCGCGGCAAGGGTGGGCTG 2220 

GTCCGGGTGAGCTGGGCCGAGGCCAGCGAGATGGTGGCCGCCGCCCACGTGCACACCATC 2280 

AAGACATACGGCCCGGACCGGGTCGCCGGCTTCTCGCCGATTCCGGCGATGTCAATGGTC 2340 

AGCCATGCCGCGGGGTCCCGGTTCGTGGAGCTGATCGGCGGCGTGATGACGTCGTTCTAC 2400 

GACTGGTACGCCGACTTGCCGGTGGCCTCGCCGCAGGTGTTCGGCGACCAGACCGACGTG 2460 

CCCGAATCCGGCGACTGGTGGGATGCGTCGTATTTGGTCATGTGGGGCTCCAACGTCCCG 2520 

ATCACCCGGACGCCCGACGCACATTGGATGGCGGAGGCCCGTTACCGCGGCGCTAAAGTC 2580 

GTTGTCGTCAGCCCGGACTACGCCGACAACACCAAGTTCGCCGACGAGTGGGTGCGGTGC 2640 

GCCGCCGGTACCGATACCGCGCTGGCGATGGCGATGGGCCACGTGATCCTGTCGGAATGT 2700 

TACGTCCGTAACCAGGTTCCGTTCTTTGTCGACTATGTGCGCCGCTACACCGACCTGCCG 2760 

TTTTTGATCAAGTTGGAAAAGCGGGGCGACCTGCTGGTTCCCGGAAAGTTCTTGACCGCG 2 820 

GCCGACATTGGTGAAGAAAGTGAGAACGCGGCGTTCAAACCCGCCCTGCTGGATGAGCTT 2880 

ACGAATACCGTTGTCGTGCCGCAGGGCTCACTGGGATTCCGTTTCGGTGAGGACGGTGTT 2 94 0 

GGGAAGTGGAACCTGGACCTGGGTTCGGTGGTGCCGGCGCTAAGTGTGGAGATGGACAAG 3 000 

GC 
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SEQUEN Z PROTOKOLL 



<110> Artus - Gesellschaft fuer molekularbiologische Diagnostik und Ent 
wicklung mbH 

<120> Verfahren und Kit zum spezifischen Nachweis von M. tuberculosis 

<130> P 65555 

<160> 6 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 3002 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium tuberculosis 



<400> 1 

ctcgggtgtc 

gcatgcggcc 

cgtcggcgat 

gcccatcgcc 

cgacgccggt 

cctggcctgg 

gttcggcctg 

gatgatctgg 

gggctggttg 

catctggcaa 

gacgctggcg 

gcgcatggcc 

ttccgtgata 

atcgatgtcc 

gataccggcc 

ccagccgttg 

tcgacggtat 

gcggttgcac 

aacttcccgg 

tcgccgaaga 

atattgcgtt 

aaccgcgtgc 

tcgactgggt 

ccgccgcaga 

gtcaacttgg 

tacgatggtt 

cgagataccc 

caatgcggcg 

cggccccaca 

ggaccgctcg 

gccgacctgc 

cggtggagtc 

tcatggaaga 

ccgtcggtgg 

ttctcctggt 

gttgagatgt 

attcaggcgg 

gtccgggtga 

aagacatacg 

agccatgccg 



aagttgacgc 

gcattttcgg 

gaagcccgct 

acctccttca 

tttggtccgc 

cgtgcgctcg 

ctgctctcgc 

ctgattgacg 

gtgttgacca 

atcggccggc 

accttgggct 

aattaggccc 

ccacctaccg 

ggatgatgat 

ataaacgtcg 

aggtcgtgca 

accgtcacag 

ggtcttggtg 

cggtaaggtc 

actgggactc 

gaacggcacg 

gcgtgaccac 

accagccgac 

tgtccaccgt 

ttagaacaac 

ttctggacgc 

gatgttgacg 

cggccggcca 

ccgctcatga 

aagagctgct 

gcaccgtaac 

acgacaaagt 

tctacgtcaa 

gcccggaccg 

acagctattc 

accgggaagc 

atcccgagcg 

gctgggccga 

gcccggaccg 

cggggtcccg 



cggcgattac 

tggtcgtgtt 

actacttcac 

atcaatcctg 

tggttctggc 

acaggtccga 

cgatctcctg 

ggccagcgcg 

tcgtcggcgt 

cgtggtattt 

ggatcgccgc 

caaacattgc 

catgcgtaac 

ttacctcctc 

gaaacttgat 

gtgcggcgtc 

gtcatgctga 

gcgcaacgcg 

gccgccggcg 

gaggtcgccg 

acgacgctgc 

cgggcgctgt 

cgcggctgga 

cgctgttagg 

gtgacaaaac 

gtggcgacaa 

agaggggtcc 

gcccgtaacg 

cgaggagggt 

ggagcgcagc 

ccggcgcggc 

ggtccgatcc 

agacgggatc 

gcccgaatac 

gccgacgcgg 

caagacccgc 

cagacgccgc 

ggccagcgag 

ggtcgccggc 

gttcgtggag 



cgctgtctac 

ccttgccacc 

cgacctgttg 

gcgcggcgcg 

tgcgatcgcc 

tcggctgggc 

gactcaccac 

tgagcgcccg 

gccgtggttg 

ggcctgggcc 

ctccgagcgt 

gtcgatatcg 

cagcgcgaaa 

ggctcgctcg 

tgacctacgc 

gacctgctca 

atcagatcgt 

ttcggccacc 

aaaccgagcg 

acctcgcggt 

gggcctatcg 

gctgggtgac 

ttgcggacct 

aaaccgacgg 

gttaacttgg 

cttccgggca 

ccgacccggc 

tccagcgagt 

catcccgtga 

gggcgcttct 

ggccgcgaag 

acgcacggag 

atcacctggg 

gagccacgag 

gtgcgctatc 

ctgggcgacc 

tatcaacagg 

atggtggccg 

ttctcgccga 

ctgatcggcg 



ctcgtcggcg 

gtcggcgtgt 

ggcgacgcag 

atttcccgga 

agtacggcgg 

aaactattgg 

tgggtgtggc 

ggcgcccgga 

ctgagctttg 

ggtctggtct 

tacgtgcgca 

tgcgccatcg 

gttactgttc 

gccacccggc 

aggacaccac 

tccgttaaca 

ggttgccgga 

ggagttggcg 

cgccgcgctg 

gggcgaccgt 

cgtgcatctg 

ggcggccgaa 

ggcgcgaacc 

tgtggttgac 

gtttgcatgc 

ggacgctgac 

ggaccggggc 

gcggtcgcgc 

ccgttacacc 

tcaccccagg 

gtgacgtgtt 

tcaactgcac 

aaacccagca 

gttgtccccg 

cgtatgcccg 

cggtgctggc 

cccgcggcaa 

ccgcccacgt 

ttccggcgat 

gcgtgatgac 



ttcggcggtt 

cgctactggt 

gccgggttgg 

ttctcggtca 

tattggccat 

tggtcgagtt 

tagtgccgct 

ttttgggctg 

ctcaaccgag 

acgtggtggc 

ttcggccgcg 

caatgtcgtt 

gccaacggat 

gtacggcgtc 

cggcgcgctg 

cagccatacc 

gccatcgtcc 

ggtcgttggg 

gcccgagagc 

gtgggcgacg 

cttggcggcg 

ctgcacgatg 

ctcaacgggt 

ggtggccgcc 

ccgtagcgat 

gcccatccat 

ttgacgggcg 

gccgacggcc 

tcacgtcggt 

tgagttctcg 

ctaccgcgat 

cggatcctgc 

gaccgactac 

tggcgcgtcg 

gggcgtgctg 

gtgggccgac 

gggtgggctg 

gcacaccatc 

gtcaatggtc 

gtcgttctac 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
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gactggtacg 
cccgaatccg 
atcacccgga 
gttgtcgtca 
gccgccggta 
tacgtccgta 
tttttgatca 
gccgacattg 
acgaataccg 
gggaagtgga 
gc 



ccgacttgcc 
gcgactggtg 
cgcccgacgc 
gcccggacta 
ccgataccgc 
accaggttcc 
agttggaaaa 
gtgaagaaag 
ttgtcgtgcc 
acctggacct 



ggtggcctcg 
ggatgcgtcg 
acattggatg 
cgccgacaac 
gctggcgatg 
gttctttgtc 
gcggggcgac 
tgagaacgcg 
gcagggctca 
gggttcggtg 



ccgcaggtgt 
tatttggtca 
gcggaggccc 
accaagttcg 
gcgatgggcc 
gactatgtgc 
ctgctggttc 
gcgttcaaac 
ctgggattcc 
gtgccggcgc 



tcggcgacca 
tgtggggctc 
gttaccgcgg 
ccgacgagtg 
acgtgatcct 
gccgctacac 
ccggaaagtt 
ccgccctgct 
gtttcggtga 
taagtgtgga 



gaccgacgtg 
caacgtcccg 
cgctaaagtc 
ggtgcggtgc 
gtcggaatgt 
cgacctgccg 
cttgaccgcg 
ggatgagctt 
ggacggtgtt 
gatggacaag 



2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3002 



<210> 2 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 2 

aaccgacggt gtggttgac 19 



<210> 3 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 3 

atctcgatgg atgggcgtc 19 



<210> 4 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 4 

gtcgccacgc gtccagaaaa cc 22 



<210> 5 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 5 

cgtgatcgct acgggcat 



<210> 6 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<400> 6 

cgtaatcgct acgggcatg 



19 
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